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Sdkande EssumAB 



Med anledning av fSrel&ggandet av 6 november 1998 inlSmnas harmed en svensk bestyrkt 
dvers&ttning av beskrivning patentkrav och sammandrag. F6r art styrka reproducerbarhet, 
allman tillganglighet och £5r att uppfylla kraven i PL 8a§ ochPK 17a§ inlSmnas vidare ett 
intyg om att deponering av den patentsdkta stammen skett i enlighet med Budapest- 
6verenskommelsen. Sdkanden dnskar fiven lfimna fbljande kommentarer: 

Granskaren anfbrUS 5 705 160 (Dl), WO 97/29762 (D2), WO 84/04675 (D3) och WO 
93/09793 (D4) vilka alia beskriver anvandning av stammar av Lactobacillus plantarum fbr 
att behandla/forebygga urogenitala infektioner. Granskaren ifr&gasStter dSrefter om den nya 
deponerade stammen DSM1 1918 uppvisar nigra nya och ov&ntade egenskaper i f&rhallande 
till de fbrut kSnda stammama. 

Sdkanden menar att s&dana nya och ovSntade egenskaper klart framgSr nr ansdkan. Den nya 
stammen uppvisar en ovantat kraftig f5rm&ga att inhibera tillvSxt av bakterier av slaktena 
Staphylococcus, Streptococcus type B, Klebsiella, Escherichia coli och Proteus. 
Staphylokocker inhiberas till 90 % och 6vriga ovan nSmnda slakten inhiberas fiillstfindigt. 
Daremot inhiberas andra Lactobacillus-aster endast obetydligt Detta framgar ur tabell I pa 
sidan 8 i den Gversatta beskrivningen. Exempel 3 visar att den nya stammen uppvisar en 
mycket god 6verlevnadsf5rmiga under mSnga olika f&rhSllanden. Exempel 4, 5 och 7 visar 
att stammen har en god vidhfiftningsfbrm&ga i perineum och till vaginala epitelceller, samt 
att den kan 6 verforas fiin en absorberande artikel till anvfindarens hud Slutligen visar 
exempel 6 att den deponerade nya stammen 8r resistent mot flera antibiotikasubstanser samt 
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det spermacidala medlet Tergitol NP-9. En sidan resistens ir viktig eftersom den gor det 
mqjligt att biologiskt fbrebygga bakterieinfektioner i perineum samtidigt med annan 
behandling. 

De fiesta av de anfbrda dokumenten saknar redogdrelser for inhibering av bakterietillvaxt, 
6verlevnadsf6rmiga i olika miljder, formiga till overforing samt resistens mot antibiotika 
substanser. Nigra av dokumenten ger en del sidan information men resultaten ar sSmre 
jamfort med resultaten for sdkandens deponerade stam. Dl hanfor sig till en komposition 
for behandling av urinvagsinfektioner innehillande olika Lactobacilliis-staxnmar. 
Lactobacillus plantarumATCC 8014 omnSmns, men anmarkningsvart nog irigir den inte 
nagon komposition enligt patentkraven. Tabell 6 i Dl redogdr for fbrsdk ayseende 
inhibering av tillvSxt av patogena bakterier. Det framg&r att sdkandens deponerade stam 
uppvisar battre inhiberingsegenskaper Sn alia stammama i tabell 6. Somredan nSmnts 
inhiberar sdkandens stam si gott som fullstandigt tillvSxt av bakterier av slaktena 
Staphylococcus, Streptococcus type B, Klebsiella, Escherichia coli och Proteus. Den enda 
stam i tabell 6 som helt inhiberar Klebsiella , L. jensenii, inhiberar inte alls Proteus och 
iniberar endast i begransad omfattning E. coli. L. plantarum ATCC 8014 inhiberar bara 
Proteus och Staphylococcus. Dl namner ingenting om Overlevnadsf&rmagan, vidhaftnings- 
foimigan till hud eller antibiotikaresistens hos de olika bakteriestammarna som diskuteras. 

D2 behandlar kompositioner fbr behandling och f&rebyggande av urogenitala sjukdomar 
och tarmsjukdomar som inneMller en anti-vidhaftande m&ngd av en viss vaxt eller ett 
extrakt av denna, i kombination med exempelvis Lactobacillus. Med andra ord, D2 fir inte 
inriktad mot bakterier i sig. S&ledes finns ingen redogdrelse fbr forsfik vad galler inhibering 
av bakterietillvaxt, dverlevnadsfbrmiga, med mera. De enda exemplen i D2 ar inriktade pi 
framstallning av olika kompositioner. Sdkanden menar dfirfor att D2 inte £r relevant vid 
bedomning av denna uppfinning. 

D3 behandlar en lSslig kapsel innehallande en suspension av iMCtobacillus-bakterier 
avsedda att behandla vaginala infektioner. Inte heller detta dokument redogfir fbr nigra 
fbrsdk som visar pi nigon bred inhibering av patogena bakterier, hdg dverlevnadsfonniga, 
resistens mot antibiotika eller vidhfiflningsfbnniga till hud. I likhet med D2 ar D3 istallet 
inriktad pi olika fi^mstillningsfbrfafanden av sjalva kapseln. D3 fbregriper siledes inte 
sdkandens uppfinning. 

D4 beskriver vaginala suppositorier innehillande skummjolk och LactobacillidS-baktcTiCT. 
Inte heller detta dokument beskriver fSrsdk som visar pi bred inhibering av patogena 
bakterier. De f&rsdk som beskrivs flr kliniska fbrsdk och dessa Sr inte inriktade mot 
inhibering av minga olika bakterietyper, utan bara pi patientens allmSnna hfilsotillstind. 
Inget anges heller om dverlevnadsfbrmigan. 



Sammanfattningsvis menar sokanden att de anforda mothallen inte innehaller n&gon 
beskrivning av n&gon mikroorganism med lika fbrdelaktiga egenskaper som sokandens 
deponerade stam. Sokanden anh&ller darfSr om att ansSkan nu godkfinns pi basis av de 
gallande patentkraven 

Stockholm den 3 September 1999 
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Bestyrkt Sversattning av beskrivning, patentkrav och sammanfattning 
4 Ritningar med bestyrkt svensk dvers&ttning 
Deponeringsintyg 



Nvtt medel 

Denna uppfinning hanfor sig till en ny Lactobacillus-stmi, vilken besitter vardefulla 
farmakologiska egenskaper. Uppfinningen hfinfSr sig aven till farmakologiska kom- 
5 positioner och prbdukter for personlig hygien omfattande stammen, saval som an- 
vandning av stammen for forebyggande av urogenitala infektioner. 

Teknisk bakgrund 

' - v 

10 Den vanliga bakteriefloran i det urogenitala omridet utgfirs av ett komplext ekosys- 
tem omfattande mer an 50 olika bakteriarter (Hill et aL, Scand. J. Urol. Nephrol. 
1984; 86 (suppl.):23-29) Den normala floran domineras av bakterier tillhorande 
slaktet Lactobacillus (LB) vilka ar grampositiva stavar som ar anpassade for milj6n i 
vagina hos den fertila kvinnan. Dessa bakterier bidrar aven till bibehallandet av den 
15 sarskilda miljo och den ekologiska balansen i vagina. 

Forutom det komplexa interaktionsmSnstret hos den mangformiga bakteriefloran i 
vagina och resten av den urogenitala regionen, Sr det nOdvandigt att Sveryftga varia- 
tionen av fysiska tillstand som kan paverka bakteriell tillvaxt och vidhaftningsegen- 

20 skaper. Nagra LVS-stammar inhiberar tillvaxt av potentiellt patogena bakterier ge- 
nom olika mekanismer. Metabolismen hos LB resulterar i bildandet av organiska sy- 
ror, framfbrallt mjelksyra och attiksyra, vilka bidrar till det laga pH't hos vaginal 
vatska vilken missgynnar manga andra arter, LB kan Sven producera ldsliga sub- 
stanser som direkt inhiberar tillvaxt av potentiellt patogena bakterier och jfistsvam- 

25 par. De kan aven framstalla vateperoxid vilket Sr toxiskt fbr bakterier som saknar 

enzymet katalas, sisom gramnegativa anaeroba stavar och Enterobacteriacae. Dessa 
inhiberande egenskaper kan variera vasentligt mellan olika LB-stammar (Hooton et 
al., JAMA 1990; 265:64-69). 

30 Svaghet hos det naturliga forsvarssystemet kan g6ra det mdjligt f6r potentiellt pato- 
gena mikroorganismer att fSrorsaka kliniska infektioner, exempelvis i samband med 




medicinering, fbrsamrad personlig hy g\en, e\\et forandrav^at \ \\u&&t& tmSfiioflota 
eller slemhinnor. Den normala floran i vagina domineras av LB och omgivande pH 
Sr lagre an 4,5. JSst och entobakterier har liten fbrekomst eller saknas (Redondo- 
Lopez et aL, Rev. Inf. Dis. 1987; 12:856-872). FOraridringar i den vaginala bakterie- 
5 floran kan patraffas i samband med olika patogena tillstand. Det finns en okad 

mSngd enterobakterier i vagina och uretralfippningen hos kvinnor som lider av ater- 
kommande urinvagsinfektioner och de har aven en urogenital flora som i princip 
saknar laktobaciller (Marrie et at J. Clin. Microbiol. 1976, 8, 67-72). Det ar aven 
kant att infektionsfrekvensen okar i samband med antibiotikabehandling av andra 
10 infektioner (Stamey, Rev. Inf. Dis. 1987:9 (suppl. 2): 195-208; Reid et al , Curr. 

Opin. Inf. Dis. 1991; 4:37-41). Vidare har det visats att barn soni tidigare upplevt 
upprepad antibiotikabehandling ar mera benagna att drabbas av urinvagsinfektioner 
(Marild et al , Ped. Inf. Dis. 1990; 22:43-47). 

15 I bakteriell vaginos ar mangden LB minskad och pH-vardet har 6kat. Det finns aven 
en dominans av Bacterioides-arier, Gardnerella vaginalis och Mobiluncus (Redon- 
do-Lopez, supra). Vaginit, vilket har samband med en okad mangd enterobakterier, 
utgor ofta ett patagligt problem i samband med antibiotikabehandling. Normal oral 
administering av penicillin resulterar i ansamling av substansen i vaginal vatska 

20 (Sjoberg et al., Obstet. Gynecol. 1 990; 75 : 18-21) fbljt av kolonisering av entero- 
bakterier och jast (Sjoberg et al., Gynecol. Obstet. Invest. 1992; 33:42-46). Under- 
sokningar hos apor (Macaca fascicularis) har avslojat att vaginal administrering av 
amoxicillin forsamrar formagan hos den normala bakteriefloran att inhibera koloni- 
sering av en patogen bakterie i urinvagsomradet, namligen E. coli (Herthelius et al., 

25 Infection 1988; 16:263-266). 

Vid graviditet kan kompositionen hos den vaginala floran p&verka morbiditeten hos 
fostret och bamet. FSrekomsten av grupp B-streptokocker (GBS) i den fekala och 
vaginala floran ar vanlig (upp till 30% hos alia gravida kvinnor). Dessa bakterier ut- 
30 gfir normalt inte nigot hot mot kvinnans halsa. Emellertid kan GBS fororsaka all- 
varliga infektioner hos det nyfodda bamet. I dessa fall overfors bakterier vertikalt 
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fran moder till barn fore eller i samband med fodelsen. Andra bakterier kan aven 
Qverforas denna yag och fororsaka infektion hos barnet. Det finns aven ett starkt 
samband mellan bakteriell vaginos och for tidig ffcdsel (Martius et al., Arch. Gyne- 
col. Obstet .1990; 247: 1-13). Mekanismerna bakom detta fenomen ar inte kanda. 
5 Det har visats att en ffirandring ay den vaginala floran mot dominans av gramnegati- 
va arter okar mSngden av enzymet fosfolipas A2, vilket i sin tur kan initiera pro- 
staglandinsyntes med utgangspunkt fran arakidonsyra (Bejar et al., Obstet. Gynecol 
1981; 57:479-482). Vaginosfloran producerar aven stora mangder endotoxin (Sj6- 
berg et al., Obstet. Gynecol. 1991; 77:265-266) vilket kan framkallaf endogen pro- 
10 staglandinsyntes (Romero et al., Obstet. Gynecol. 1989; 73:31-34), mojligen under 
paverkan av interleukiner. 

De teoretiskt positiva egenskaperna hos LB har motiverat deras anvandning i kom- 
mersiella preparationer med den avsedda anvandningen att komplettera och starka 

15 den vaginala floran. Framg&ngen har varierat och ofta innehMler de tillgangliga pre- 
parationerna vasentligen lagre mangder LB an vad som angetts. Nigra preparationer 
har aven kontaminerats (Hughes et al., Obstet. Gynecol., 1 990; 75(2):244-248). For 
att komplementera och forbattra den normala bakteriefloran i den urogenitala regio- 
nen genom tillsats av LB, Sr det nodvandigt att noga valja de bakteriestammar som 

20 skall anvandas. En LB-stam som lampar sig for detta Sndamal b&r uppfylla fbljande 
kriterier: 

1. LB-stammen bdr producera stora m&ngder lSsliga substanser med tillvaxtinhibe- 
rande formiga p& enterobakterier, grupp B-streptokocker, stafylokocker och jSst- 

25 svampar. 

2. LB-stammen bor ha formaga att dverforas till huden och slemhinneytor i den 
urogenitala regionen. 

3. LB-stammen bor ha formaga att vidhafta till epitelytor i den urogenitala regionen. 

4. LB-stammen b6r ha fbrmaga att uthSrda lagring under en ling tidsperiod, och det 
30 maste vara mSjligt att infora stammen i olika slags preparationer. 



5. LB-stammen b6r ha formaga att bibehalla sin viabilitet och sina egenskaper i en 
artikel eller preparation vid anvandning. 

6. LB-stammen bor inte vara kanslig fbr spermacidala preparationer innehallande 
nonoxynol-9. 

5 7. LB-stammen bor isoleras firan den urogenitala regionen hos kvinnan. 

8. LB-stammen bor mojliggora existens av den humana urogenitala LB-floran. 

Fdljaktligen, finns det ett behov av stammar som uppfyller dessa krav. 

* ■ 

10 Sammandrag av uppfinningen 

En ny stam av Lactobacillus plantarum, benSmnd LB93 1, har isolerats, och denna 
uppfyller de krav som raknats upp pvan. Stammen har deponerats vid Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig, DE. Den har tilldelats registre- 
15 ringsnummer DSM11918. Foljaktligen kan LB93 1 anvandas fbr att behandla 

och/eller forebygga urogenitala infektioner. LB93 1 kan med fbfdel inga i farmako- 
logiska kompositioner och i produkter for personlig hygien, sasom blpjor och bin- 
dor. ' ■ [ : 

20 Definitioner 

Den har anvanda termen "LB" hanfbr sig till bakterier av slaktet Lactobacillus. 

Den har anvanda termen "urogenital region" hanfbr sig till perineum, urinroret och 
25 vagina. 

Den har anvanda termen "absorberande artikel" hanfbr sig till produkter som lSmpar 
sig for absorption av en kroppsvatska, sasom blod eller urin. Exempel pi sadana ar- 
tiklar ar hygienprodukter fbr kvinnor, inkontinensskydd, och blqjor. 

30 ;. ; ' - . ■•; ; .. /• 

Den har anvanda termen "GBS" hanfbr sig till grupp B-streptokocker. 
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Den har anvanda termen "mjolksyrabakterier" hanfor sig till bakterier som fram- 
staller mjfilksyra, sasom bakterier tillhorande slaktena Lactobacillus och Lactococ- 
cus. ~ 

5 

Den har anvanda termen "cfu" hanfbr sig till kolonibildande enheter. 
Detalierad beskrivnine av uppfinningen 

10 Denna uppfinning hanfor sig till en ny stam av Lactobacillus plantarum, benamnd 
LB93 1 (DSM1 1918). Denna biakteriestam ar vardefiill i samband med forebyggande 
och/eller behandling av urogenitala infektioner dft den inhiberar tillvaxt f55r ett stort 
antal patogena mikroorganismer. Stammen ar uthallig och overlever enkelt ISnga pe- 
rioder av lagring vid rumstemperatur. Foljaktligen har produkter inneh&llande 

15 LB931 en l^ng hallbarhetstid. Stammen kan enkelt overfbras till mtosklig hud och 
vaginalt epitel. LB93 1 ar motstandskraftigt mot terapeutiska koncentrationer av nag- 
ra antibiotiska substanser och spermacidala foreningar. 

Inhibitionsegenskapen hos LB93 1 har undersSkts. Exempel pa bakteriearter som 
20 framgangsrikt inhiberas ar Escherichia, Klebsiella, Proteus, Staphylococcus och 

Streptococcus fran grupp B. LB 93 1 8r sdledes anvandbar for att forebygga och/eller 
behandla infektioner som fororsakas av dessa mikroorganismer. 

Som noterats ovan tillhandah&ller denna uppfinning fiven ett antal farmakologiska 
25 kompositioner, som forefradesvis lampar sig for topisk administrering, och som in- 
nehaller LB93 1 tillsammans med farmakologiskt eller fysiologiskt godtagbara bara- 
re, fyllmedel och/eller utspadningsmedel. 1 allmSnhet b6r sidana bSrare vara icke- 
toxiska for mottagarna med utnyttjade doseringsnivaer och koncentrationer. Normalt 
omfattar framstallning av sadana kompositioner kombination av det terapeutiska 
30 medlet med bufFertsubstanser, fortjockningsmedel eller gelbildande medel sisom 

glycerin, polyetylenglykol, etc. Antioxidanter sasom askorbinsyra, polypeptider med 




lag molekylvikt (mindre an omkring 10 aminosyrarester), proteiner, kolhydrater in- 
klusive glukos, sukros och dextriner, och andra stabiliseringsmedel och fyllmedel 
kan ing&. Mojliga farmakologiska kompositioner ar salvor, kramer, flytande los- 
ningar, stolpiller eller kapslar. 

5 • 

Denna uppfinning hanfor sig aven till absorberande artiklar innehallande LB931. En 
sddan artikel kan innefatta ett permeabelt yttre skikt vilket ar avsett att stk i nara 
kontakt med bararens hud, ett ffcretradesvis vfitskeogenomtrangligt bakre skikt vilket 
ar avsett att ligga distalt fran bararen vid anvandning, och en absorberande struktur 

10 som placerats mellan det yttre skiktet och det bakre skiktet I en del fall kan ytterli- 
gare ett skikt i form ay exempelvis vadd eller liknande material placeras mellan det 
yttre skiktet och den absorberande strukturen • De mikroorganismer som uppvisar 
antagonistiska egenskaper kan placeras i olika delar av den absorberandie artikeln, 
exempelvis i det yttre skiktet, i den absorberande strukturen hos den absorberande 

15 artikeln, mellan tva av skikten i den absorberande artikeln, i en separat insattnings- 
produkt i den absorberande artikeln, eller pa nagot annat satt. 

Denna uppfinning kommer nu att beskrivas med hanvisning till bifogade figurer i 
vilka: 

20 - • • ; 

Fig. 1 8r ett diagram som visar stabiliteten hos fiystorkad LB93 1 vid rumstemperatur 
(+22°C) och vid +6°C; 

Fig. 2 ar ett diagram som visar stabiliteten hos LB93 1 som impregnerats i en absor- 
25 berande artikel; 

Fig. 3 och 4 avslojar mangden LB93 1 som overforts till urinr6rsoppningen och hu- 
den i perineum hos unga flickor efter att ha anvant ett trosskydd innehallande 
LB931. : 

30 
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Denna uppfinning kommer nu att beskrivas med hanvisning till foljande exempel. 

Exempel 1: Isolering och tvpbestamning av Lactobacillus plantarum. stam LB931 

5 Bakterieprover togs fran friska kvinnor. Fran dessa prover isolerades bakteriestam- 
mar och dessa stammar sallades med hansyn till deras formaga att inhibera tillvaxt 
av enterobakterier.(data visas inte). Den basta stammen, vilken isolerats frin en frisk 
gravid kvinna, klassificerades som Lactobacillus plantarum enligt testsatsen 
API 50 CH (API systems, BioMerieux, FR), och benamndes LB93 1 . Stammen typ- 
10 bestamdes vidare genom DNA-analys med SDS-page vid BCCM/LMG (Belgien) att 
vara Lactobacillus plantarum-peniosus-paraplantarum. 

Exempel 2: Inhiberineskapacitet hos stam LB93 1 

15 Andamalet med detta experiment var att illustrera fbrmagan hos stam LB93 1 att in- 
hibera tillvaxt av andra bakterier. LB93 1 odlades i MRS-buljong (Merck, DE) vid 
en temperatur av 37°C i 5% C0 2 6ver natten. 1 ml, vilken innehdll 10 8 bakterier, 
sattes till 25 ml smalt 2% agar i MRS-buljong. Blandningen halldes i Petri-skalen, 
och tillats bilda gel och inkuberades sasom beskrivits ovan under 24 timmar. En an- 

20 nan portion pa 25 ml M17-agar (Merck, DE) halldes ovanpa det forsta skiktet och 
plattorna fick sta vid rumstemperatur under 4 timmar. Liknande agarplattor utan 
LB93 1 framstalldes ocksa och anvandes som kontrollplattor. 

Indikatorbakterien odlades separat i TY-medium (Holm et al., APMIS 1967; 69, 
264) vid 37°C i luft. Odlingarna Overfbrdes till en Bertani-bricka med 25 rum, dar 
varje rum innehdll 0,25 ml (10 6 bakterier/ml). Fran var och en av dessa brickor 
overfSrdes bakterierna och stamplades pi agarplattorna innehillande lactobacillerna, 
genom att anvanda Steers stalnalsreplikator (Steers et al., J. Antibiot. Chemomer. 
1979, 9, 307). Plattorna inkuberades vid 37°C Over natten. Plattorna avlastes och det 
faststalles huruvida a) indikatorbakterierna hade vaxt; b) tillvaxten hos indikator- 
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bakterierna hade inhiberats; eller c) ingen tillvaVxt av indikatorbakterierna hade skett. 
pH hos var och en av plattorna fbljdes ocksl 

Resultaten av interferenstesterna visas i Tabell I. 

Tabell I 





Inhibering 


Art av indikatorbakterie 

Koagulasnegativa 
stafylokocker 


% 
90 


Ingen/total 
9/10 


Streptococcus typ B 


100 


19/19 


Lactobacillus sp. 


7 


1/14 


Klebsiella sp. 


100 


50/50 


E. coli 


100 


50/50 


Proteus sp. 


100 


50/50 



Resultaten visar att Lactobacillus plantarum, LB93 1 inhiberar eller forhindrar till- 
10 yaxt av ett stort antal bakteriestammar, och att andra Lactobacillus-stammax for det 
mesta ar opaverkade. 

Exempel 3: Overlevnadsform&pan hos LB931 i olika preparationer : 

15 a) LB93 1 lost i en suspension av lika delar skununjolk och 0,9% NaCl 

LB931 16stes i skummjSlk innehillade 0,9%NaCl. De lfista bakterierna inkuberades 
dSrefter vid olika temperaturer. MSngden bakterier fpljdes kontinuerligt genom cell- 
rakning. Resultaten avslSjas i Tabell II nedan. 





Antal bakterier (CFU) 


Temperatur (°C) 
4 


DagO 
7,8 x 10 10 


Dag 2 


Dag 5 J 


Dag 32 
2,2 x lO 10 


20 


1,8 x 10 1U 




2,2 x 10'° 




27 


1,8 x 10'° 


1,2x10'° 


3,3 x 10 y 




37 


1,8 x 10 ,u 


5,8 x 10" 


1,0 x 10 5 





Resultaten visar att LB93 1 at stabil i en blandning av skummjolk och NaCl under en 
tidsperiod av 1 manad vid +4°C 

b) En skummjaolkspreparation av LB93 1 fkystorkades enligt standardforfaranden. 
Det erhallna pulvret lagrades i Petri-skalar vid rumstemperatur och vid 6°C. Antalet 
bakterier bestamdes efter 7 dygn resp. 25 dygn. Resultaten avslojas i Tabell ni'ned- 

an. "•■ 



Tabell in 





Antal bakterier (CFU) 


Temperatur (°C) 


DagO 
4,2 x 10 8 


Dag 7 
2,2 x 10* 


Dag 25 
1,2 xlO 8 


22 


4,2 x 10" 


1,9 x 10" 


1,4 x 10* 



Antal bakterier i det fiystorkade pulvret mattes aven var 4:e vecka upp till 68 veck- 
or. Dessa resultat visas i Fig. 1. Det visas tydligt i figuren att LB931 ar stabil vid 
bade rumstemperatur och +6°C under 22 veckor. Efter 1 ar vid +6°C ar mer an 
10 s cfu/mg LB93 1 fortfarande livskraftiga. 




c) F6rmagan hos LB93. 1 att overleva i syntetisk urin, pH 6,6, undersOktes. Den 
syntetiska urinen innehaller mono-, en divalent katjon och anjoner saval som urea 
och framstalles enligt anvisningar i Geigy, Scientific Tables, Vol. 2, 8:e uppl. 1981 
sid. 53. Till den sterila syntetiska urinen sattes naringsmedium for mikroorganismer. 
5 Naringsmediumet framstalldes enligt data fran sammansattning av familjerna Hook 
och FSA. Till I ml syntetisk urin sattes 10 3 LB93 1-bakterier, och proverna inkube- 
rades under 18 timmar vid 32°C. Efter inkubationen uppgick antalet bakterier i pro- 
vet till mer an 10 5 /ml. LB93 1 har formaga att overleva och vaxa i syntetisk urin. 

10 d) Formagan hos LB93 1 att overleva i en absorberande artikel (trosskydd) under- 
sOktes,. En suspension av LB93 1 (1 50 sattes till den absorberande artikeln och 
denna artikel lagrades darefter i en tat forpackning upp till 9 manader. Resultaten 
visas i Fig. 2. Ett stort antal bakterier overlevde under 7 mSnader. 

15 e) Slutligen undersoktes LB93 1 med avseende pa sina egenskaper under en tids od- 
ling och lagring. LB93 1 odlades i MRS-buljong och en ny passage gjordes Var tredje 
dag under 3 manader. Efter detta jamfordes startprovet av LB93 1 och den sista pas- 
sagen i API-testet, PGFE och interferenstestet De tva proverna var identiska i alia 
testerna. Det ar visat att LB93 1 ar mycket stabil efter lagring och fl era passager i 

20 odlingsmedium. 

Exempel 4: Overforing av LB931 till hud i perineum och urinrorsoppningen hos 
kvinnor _ ; _ 

25 For att undersoka Overforing av LB93 1 till perineum vid anvandning av ett tross- 
kydd utfordes foljande undersSkning. Alia testpersoner var kvinnor i en alder mellan 
12 och 60 &r, och testerna utfordes mellan menstruationsperioder dk sk var lampligt. 
Testprodukterna framstalldes med utgangspunkt fran konventionella trosskydd om- 
fattande ett vatskepermeabelt ytterskikt, ett vatsketatt bakre skikt och mellan dessa 

30 ett absorberande skikt med 100-200 g/m 2 kemisk cellulosamassa. Pa den absorbe- 



rande sidan av testprodukten sprejades en suspension av LB93 1-bakterier i en 
mangd av 1 0 9 koloniformande enheter per produkt , 

For att bestamma narvaron av LB931 i perineum hos de 13 forsokspersonerna utfor- 
des ett s k svabbtest Bakterier samlades upp genom att gnida en steril sticka omfat- 
tande en bomullstopp som nedsankts i steril natriumkloridl8sning pi en definierad 
hudyta. Forekomsten $v LB93 1 och andra LB pa huden i perineum och vid urinopp- 
ningen bestamdes. Forsokspersonerna bestamdes pa detta satt for att faststalla ett 
nollprov. Darefter bar forsokspersonerna trosskydd under 5 timmar*f>a morgonen. 
Trosskyddet avlagsnades och forekomsten av tillsatta mjolksyrabakterier resp. na- 
turliga mjolksyrabakterier bestamdes pa nytt, direkt efter det att trosskyddet avlags- 
nats. Detta prov benamndes som prov 1. Efter 4-5 ytterligare timmar togs ytterligare 
ett prov, och detta benamndes som prov 2. Mjolksyrabakterietypen identifierades 
genom att anvanda Rogosa-agar med vancomycin vad galler LB931 och Rogosa- 
agarplattor inkuberades anaerobt yad galler andra LB. Ytterligare identifiering ut- 
fordes genom API (BioMeri eux, FR) och PFGE (elektrofores med pulsfalt) Resul- 
taten visas i Tabeil IV. LB93 1 kunde patrafFas pa huden i perineum eller vid urin- 
rorsoppningen hos alia kvinnor efter anvandning av ett trosskydd som sprejats med 
LB931. 
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Exempel 5: Overforing av LB93 1 till huden i perineum och urinrorsoppningen hos 
flickor • ''. __ 

13 unga flickor i en alder av fran 3 till 12 ar ingick i studien. Bakterieprover fran 
5 huden i perineum och urinrorsoppningen erholls genom att forst nedsanka en 
bomullstopp i MRS-buljong, och dSrefter forsiktigt gnida toppen pa huden eller 
epitelytan. Slutligen nedsanktes toppen i ett provrfir innehallande MRS-buljong. 
Prover erholls enligt foljande schema: 

10 Prov 0: Ett nollprov erholls kvallen fore studiens inledning och detta omfattade en 
LB931-bakterie. Pa kvallen dag 1 sattes ett trpsskyddpa. 
Prov 1 : Morgonen dag 2. Ett nytt trosskydd bars under dagen. 
Prov 2: Ett prov togs pa kvallen fore ett frivilligt bad och innan ett nytt trosskydd 
togs pa. Kvallen, dag 2/ 
15 Prov 3: Samma forfarande som for prov 1 . Morgonen, dag 3. 
Prov 4: Samma forfarande som for prov 2. Kvallen, dag 3. 
Prov 5; Samma forfarande som for prov 1. Morgonen, dag 4. 
Prov 6: Ett prov tas kvallen fbre ett eventuellt bad. Inget trosskydd bars under 
natten. Kvallen, dag 4. 
20 Prov 7: Ett prov tas pa morgonen dag 5. Inget trosskydd bars under dagen. 
Prov 8: Det sista provet tas pa kvallen dag 5. 

Resultaten presenteras i Fig. 3 (urinrorsoppning) och Fig. 4 (huden i perineum). Re- 
sultaten visar att LB93 1 kan overforas fr&n en absorberande artikel. 

25 , 

Exempel 6: K^nslighet for antibiotikasubstanser och spermacidala medel 



MIC-varden for Lactobacillus plantarum LB93 1 bestamdes genom att anvanda E- 
-testet (Brown et al. J. Antimicrob. Chemother. 1991; 27: 185-190). Resultaten av- 
slojas i Tabell V nedan. 
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Tabell V 



Antiobiotikasubstans MIC j-tg/ml 

Ampicillin 0,19 

5 Cefotaxirn 0,094 

Cefuroxim 0,38 

Gentamycin 0,25 

Imipenem 0,016 

Metronidazol > 32 

10 Erytromycin 0,25 

Vancomycin > 256 

Piperazin/Tazobactam 2 

Tetracyklin 2 

Trimetoprim 0,016 

15 Bensylpenicillin 0,5 



Kansligheten for antibiotikasubstanser bestamdes avert genom att utnyttja SIR- 
-systemet I Tabell VI nedan betyder S kanslig och R resistent 

20 Tabell VI 



Antibiotikasubstans Zon Indikation 

(mm) 

Cefadroxil 24 S 

Clindamycin 35 S 

Tri/sulfametoazol 43 S 

Ceftazidim 35 S 

Amikacin 30 S 

Aztreonam 0 R 

Mecillnam 0 R 



Nalidixinsyra 


0 


R 


Netilmicin 


0 


R 


Nitrofuantin 


36 


/ S 


Norfloxacin 


0 


R 


Tobramycin 


32 


s 


Mecillinam/Ampicillin 


41 


s 


Cefipirome 


47 


s 


Oxacillin 


0 


R 


Cefalotin 


22 


s 



LB931 ar kansligt for nagra antibiotikasubstanser sorri vanligen ibreskrivs i samband 
med urinvagsinfektioner men LB93 1 ar aven resistent mot exempelvis nalidixinsyra 
och norfloxacin. LB93 1 ar aven resistent mot vancomycin. 

. 5 ". :" ■- ./■'v-..v : '• .' ' • - ■ . ■ \ ' . • •. ';' 

MIC-testcr utfbrdes ocksS fbr det spermacidala medlet Tergitol. LB931 odlades pa 
MRS-agar i 5% C0 2 , 37°C under 48 timmar. Bakterierna ympades i 3 ml MRS- 
-buljong och ihkuberades under 10 timmar under samma forhallanden som tidigare 
angetts. 1,5% av odlingen aterympades till 3 ml MRS-buljong och inkuberades un- 

10 der samma forhallanden under 18 timmar. NP-9-Tergitol (Sigma, USA) sats 

47F0002 sp&ddes i MRS-buljong med en temperatur pa 37°C (reducerad viskositet) 
till en lagerlosning pa 40%. Genom att anvanda denna lagerlosning framstalldes 3 
ml lbsningar med foljande koncehtrationer: 0%, 5%, 10%, 20%, 30% och 40%. 
10 ul bakterieodling sattes till varje ISsning. Nollosningen blandades och sattes till 

15 MRS-agarplattor. Plattoma odlades i 5% C0 2 , 37°C under 48 timmar fbr att be- 
stamma celltatheten. Resten av losningarna inkuberades utan omblandning i 5% 
C0 2 , 37°C under 18 timmar. Losningen innehallande 30% och 40% NP-9 spaddes i 
37°C MRS-buljong (reducerad viskositet). Alia lbsningama bmblandades kraftigt, 
spaddes i steril 0,9% NaCl och sattes till MRS-agarplattor. Plattorna inkuberades i 

20 5% C0 2 , 37°C under 48 timmar for att bestamma cfu/ml. 



Resultaten avslojas i Tabell Vtl nedan. 



Ympad mangd LB93 1 var 1,0 x 10 7 cfii 


Tergitol NP-9 


Cfu/ml LB931 


0% 


2,6 x lO 9 


1% 


2,5 x 10 9 


5% 


2,5 x 10 9 


10% 


1,6 x 10 9 


20% 


1,4 x 10 9 


30% 


1,0 x 10 9 


40% 


6,9 x lO 7 



Resultaten visar att LB93 1 val klarar av att overleva i 40% Tergitol NP-9. 
Exempel 7: Vidhaftnine av LB931 till vaeinala epitelceller 
a) Framstallning av en suspension av LB93 1 

LB93 1 odlades pa MRS-agar (5% C0 2 , 37°C; 48 timmar). Odlingen ympades till 
3 ml buljong (5% C0 2 ; 37°C; 8 timmar). 2% av den resulterande odlingen aterym- 
pades till 10 ml MRS-buljong (5% C0 2 ; 37°C; 18 timmar). Den resulterande od- 
lingen centrifugerades under 8 minuter vid 20°C och vid 2 000 vpm i en utsvang- 
ningsrotor (820 x g). Den erhallna cellkakan tvattades i 5 ml mjSlksyrabuffert 
(10 mM mjolksyra, pH 4,5, 0,15 M NaCl). Bakteriema spads i mjolksyrabuffert till 
dess OD 500 ligger pa omkring 1,0 (omkring 10 8 cfu/ml). 
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b) Framstallning av vaginala epitelceller 

Vaginala epitelceller skdrdades genom att anvanda en steril bomullspinne, och cel- 
lerna overfSrdes till 4 ml mjolksyrabuffert eller PBS i ett litet ror. Roret blandades 
5 och bomullspinnen avlagsnades. R6ret centrifugerades vid 700 vpm och 20°C under 
8 minuter i en Jouan CR.-12 utsvangningsrotor (ungefar 100 x g), och de erhallna 
cellkakorna tySttades i 3 ml mjolksyrabuffert eller PBS. Cellerna raknades i en he- 
maatocytometer och koncentrationen justerades till 10 5 till 10 6 celler/ml genom att 
utnyttja mjolksyrabuffert eller PBS. 25 ul celler spreds ut pa ett mikroskoptackt glas 

10 for att kontrollera tvattforfarandet (se nedan). 

■ ■■ ' •"' ' ' ■ • ' 

c) Vidhaftningstester 

0,5 ml LB93 1 -suspension och 0,5 ml cellsuspension blandades snabbt i ett 1,5 ml 
15 Eppendorf-ror. Ett kontrollprov preparerades genom att blanda 0,5 ml cellsuspen- 
sion och 0,5 ml buffert. Roren centrifugerades vid 20°C och 2 000 vpm (« 720 x g), 
och inkuberades darefter under 1 timme vid 37°C. Eftef inkubationstiden centrifuge- 
rades r6ren under 8 minuter vid 20°C och 700 vpm (« 90 x g). Cellkakorna tvattades 
i 1 ml mjdlksyrabuffert eller PBS. Slutligen suspenderades cellkakorna i 400-500 ul 
20 mjdlksyrabuffert eller PBS. 

d) Analys 

25 ul av en suspenderad cellkaka tillats lufttorka pa ett mikroskoptackt glas, foljt av 
25 fixering och gramfargning. I varje prov analyserades 50 epitelceller. Antalet LB93 1 
som vidhaftat till cellerna raknas och resultaten delas in i fern grupper (0-10, 1 1-30, 
31-50, 51-100, > 100 bakterier/cell). 

Resultaten avslojas i Tabell VIII nedan: 
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Tabell VIII 

Antal forsdkspersoner: 5 • ■ < 

Provtagningstillfallen: fore menstruation (bm); agglossning (ov) 

Epitelceller VidhSftade LB931/epitelceII 

prover '. 0-10 11-30 31-50 51-100 > 100 

(bm) inkuberad med 17,2* 24,8 14,4 15,6 28,0 
LB931, pH4,5 

(bm) inkuberade med 99,6 0,4 
kontrollceller, pH 4,5 

(ov) inkuberade med 8,4 22,8 19,2 20,0 29,6 
LB931,pH4,5 

(ov) inkuberade med 98,4 1,6 
kontrollceller, pH 4,5 
* siffror anges i procent 

Resultaten visar tydligt att LB93 1-bakterier vidhaftar val till vaginal a epitelceller 
oberoende av nar cellproverna tas. 



Patentkrav 

1. Lactobacillus plantamm, stam LB93 1, vilken deponerats vid Deutsche Sanimlung 
yon Mikroorganismen, och tilldelats registreringsnummer DSM 1 1 9 1 8. 

5 

2. Lactobacillus plantamm, stam LB93 1, vilken deponerats vid Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen och tilldelats registreringsnummer DSM1 1918, for medicinsk 
anvandning. 

10 3. Farmakologisk komposition innehallande Lactobacillus plantamm, stam LB 93 1, 
-vilken deponerats vid Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, och tilldelats re- 
gistreringsnummer DSM 119 18, tillsammans med en farmakologiskt godtagbar bara- 
re och/eller fyllmedel. 

15 4. Farmakologisk komposition enligt krav 3, kannetecknad av art den aven inne- 
haller andra mjolksyrabakterier. 

5. Farmakologisk komposition enligt krav 3 innehallande 10 4 till 10 n cfu, foretrS- 
desvis jo 5 till 10 9 , cfu LB931. 

20. " : • ,• •• ■ 

6. Farmakologisk komposition enligt krav 3 vilken ar en suspension, sprej, gel, 
kram, pulver, kapsel eller ett vaginalinlagg. 

7. Absorberande prpdukt, sasom en produkt for kvinnlig hygien, bl6ja, binda, tross- 
25 kydd eller inkontinensskydd, kannetecknad av att det innehaller Lactobacillus 

plantamm, stam LB93 1, vilken deponerats vid Deutsche Sammlung von Mikroorga- 
nismen, och tilldelats registreringsnummer DSM 1 1918. 

8. Absorberande produkt enligt krav 7 innehallande 1 0** till 10 11 cfu, f&retradesvis 
30 10 5 till 10 9 cfu, LB931. 



9. Farmakologisk komposition enligt krav 5 dar namnda farmakologiskt godtagbara 
barare ar skumrnjolk eller en tillvaxtfaktor for lactobacillus i pulverform eller nagon 
annan form. . , . 

10. Anvandning av Lactobacillus plantarwn, stam LB93 1, vilken deponerats vid 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, och tilldelats registreringsnummer 
DSM 1 19 1 8, for att framstalla en farmakologisk komposition for att fbrhindra 
och/eller behandla urogenitala infektioner, sasom kolonisering.av enterobakterier. 

11 AnvSndning av Lactobacillus plantarum, stam LB93 1, vilken deponerats vid 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen och tilldelats registreringsnummer 
DSM 1 19 l i8, for framstallning av en absorberande artikel, sisom en bloja, binda, 
trosskydd eller ett inkontiriensskydd, som lampar sig for att forebygga och/eller be- 
handla urogenitala infektioner, s&som kolonisering av enterobakterier. 




Sammandrag 

En ny stam av Lactobacillus plantarum, benamnd LB93 1, har nu isolerats. Stammen 
har deponerats vid Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig, DE. 
Den har dlldelats registreringsnummer DSM 11918. Foljaktligen kan LB93 i anvan- 
das for att behandla och/eller behandla urogenitala infektioner. LB93 1 kan med for- 
del inga i farmakologiska kompositioner och i produkter for personlig hygien, sisom 
hygienprodukter avsedda for kvinnor, blojor och bindor. 




